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Neisseria gonorrhoeae (gonococo) es una bacteria Gram-negativo, patógeno 
exclusivo del ser humano y agente etiológico de la infección de transmisión sexual 
gonorrea. La incidencia de esta infección en la población ha ido en aumento desde el 
año 2009 y si bien la infección posee tratamiento, la multirresistencia a 
antimicrobianos que posee gonococo y las secuelas crónicas que puede dejar en la 
mujer son de gran importancia, esto debido a que si la infección asciende hasta las 
trompas de Falopio existe el riesgo de infertilidad. Se ha reportado que N. gonorrhoeae 
es capaz de invadir las células del epitelio tubárico mediante el reordenamiento del 
citoesqueleto, sin embargo, se desconocen las bases moleculares de esta 
remodelación. En nuestro laboratorio se demostró que gonococo posee el gen narE 
previamente identificado en Neisseria meningitidis, el cual codifica para la toxina NarE, 
una ADP-ribosiltransferasa. Se ha reportado que en otros patógenos bacterianos 
estas toxinas participan en la invasión mediante la modificación de proteínas del 
citoesqueleto de la célula blanco por una ADP-ribosilación. El principal objetivo de 
esta Tesis es evaluar la expresión del gen narE de Neisseria gonorrhoeae y detectar 
la presencia de la enzima durante la infección de células epiteliales de trompas de 
Falopio humana. Para ello se realizó una extracción de ARN bacteriano antes de 
infectar cultivos primarios y luego a distintos tiempos posteriores a la infección (4, 8, 
12 y 24 horas) y se evaluó la expresión del gen narE mediante RT-qPCR. 
Posteriormente se realizó una fusión génica de narE con el epítope 3xFLAG para la 
detección de NarE-3xFLAG mediante Western blot en las condiciones antes descritas. 
Nuestros resultados mostraron que en N. gonorrhoeae hubo una expresión 
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constitutiva del gen narE y que cuando el patógeno se encontró en contacto con 
células epiteliales de trompa de Falopio humana la expresión del gen narE aumentó 
durante las primeras horas de la infección (4 horas post-infección), mientras que la 
expresión disminuyó en los últimos tiempos de infección (12 y 24 horas post-
infección). Además, se detectó la enzima en la fracción periplasmática de la bacteria. 
Posteriormente la proteína NarE fue detectada en los tiempos de 4, 8, 12 y 24 horas 
post infección. Adicionalmente se detectó que NarE apareció en una fracción de 
proteínas asociadas al citoesqueleto (E-cadherina, β-tubulina). Estos resultados 
sugieren que la enzima NarE de Neisseria gonorrhoeae participa en la modificación 
del citoesqueleto de células epiteliales de trompas de Falopio humana y que este 
efecto es importante en las primeras horas de infección. Por ello, es probable que 
NarE sea parte de los mecanismos moleculares utilizados por la bacteria durante el 












Neisseria gonorrhoeae (gonococcus) is a Gram-negative, human exclusive pathogen 
and the etiologic agent of the sexually-transmitted infection named gonorrhea. 
Although gonorrhea is not lethal, the high multidrug resistance displayed by 
gonococcus and the long-term sequelae in women are critical topics of study in 
gonococcal pathogenesis, since the infection can reach the fallopian tubes and thus a 
risk of cause infertility is possible. It has been reported that N. gonorrhoeae can invade 
the tubal epithelial cells through host cytoskeleton remodeling, however, the molecular 
basis of this remodeling is unknown. Our laboratory demonstrated that gonococcus 
possesses the narE gene previously identified in Neisseria meningitidis, which 
encodes the NarE toxin, a protein with ADP-ribosyltransferase activity. In other 
bacterial pathogens, this type of toxin participates in host cell invasion through 
modification of host cytoskeletal proteins by an ADP-ribosylation. The aim of this work 
is to evaluate the expression of the narE gene from Neisseria gonorrhoeae during the 
infection of human fallopian tube epithelial cells at 4, 8, 12 and 24-hour post-infection 
and detect the presence of the enzyme by Western blot. Bacterial RNA extraction was 
carried out before infection and then at 4, 8, 12 and 24-hours post-infection in primary 
cultures of human fallopian tubes epithelial cells. The expression of narE gene was 
assessed by RT-qPCR. Then a translational fusion with the 3xFLAG epitope was done 
and the fusion protein was detected by Western Blot in all the conditions previously 
described. Finally, purification of total and host cytoskeleton-associated proteins after 
infection was carried out and detection of NarE-3xFLAG was done by Western Blot. 
Our data showed that the gonococcal narE gene was constitutively expressed, which 
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increased during the first hours of infection of human Fallopian tube epithelial cells (4-
hour post-infection), but decreased at 12 and 24-hour post-infection. The NarE protein 
was only detected in the periplasmic fraction of N. gonorrhoeae, but the corresponding 
protein band appeared during infection assays of fallopian tubes epithelial cells at all 
the times of infection used in this study. Finally, NarE-3xFLAG was also found in the 
host cytoskeleton associated proteins fraction. These results suggest that the protein 
NarE of Neisseria gonorrhoeae may play a role in host cytoskeletal remodeling when 
invades the human Fallopian tube epithelia and this effect might be important during 
the early stage of infection. Additionally, our results suggest that NarE of Neisseria 
gonorrhoeae might be part of the molecular mechanisms used by the pathogen during 















ADN: Ácido desoxiribonucleico 
ARN: Ácido ribonucleico 
ADPRT: ADP-ribosiltransferasa 
CEACAM: Molécula de adhesión relacionado al antígeno carcinoembrionario 
CF: Fracción Citoplasmática 
FTECs: Células epiteliales de trompas de Falopio (del inglés Fallopian tubes 
epithelial cells) 
NGO: Gonococo 
H2Odd: agua destilada y desionizada 
HSPG: Heparan sulfato proteoglicano (del inglés Heparan sulfate proteoglican) 
ITS: Infección de transmisión sexual 




MOI: Multiplicidad de infección 
NarE: Enzima ADP-ribosiltransferasa de Neisseria meningitidis y gonorrhoeae. 
NAD: Nicotinamida adenina dinucleótido 
Nic: nicotinamida 
PMN: Leucocitos polimorfonucleres 
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PCR: Reacción en cadena de la polimerasa 
PF: Fracción periplasmática 
SFB: Suero fetal bovino 
SN: Fracción del sobrenadante 
T°: Temperatura 
TNF-α: Factor de necrosis tumoral alfa 
TEM: Microscopía de transmisión de electrones 






La gonorrea es una infección de transmisión sexual (ITS) que presenta una 
incidencia de 106 millones de casos anualmente (Sachdev et al. 2015, Hill, Masters 
and Wachter 2016) y es causada por la bacteria Neisseria gonorrhoeae. La 
incidencia ha ido disminuyendo en Chile a partir del año 2000, sin embargo, se 
puede observar que desde el 2009 los casos de gonorrea han ido aumentando 
levemente llegando a 2.039 casos en el año 2016 (Deng and Barbieri 2008, Burton 
2016) (Figura 1). Esta ITS se presenta por la infección de las mucosas de la uretra 
masculina y del tracto genital inferior femenino (vagina/cérvix) (Edwards and 
Apicella 2004). La transmisión de la infección es mediante el contacto sexual directo 
(relación sexual) o indirecto (secreciones) y su transmisión es más efectiva cuando 
ocurre desde un portador masculino a uno femenino (Edwards and Butler 2011). 
 
Figura 1. Tasa de notificación de gonorrea. Chile 2000-2016. Variación en el 
número de infectados de la enfermedad de gonorrea cada cien mil habitantes en Chile 
entre los años 2000– 2016 (Burton 2016) 
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Si bien en la actualidad el tratamiento de la infección se basa en la 
administración de cefalosporinas o aminoglicósidos en conjunto a un tratamiento con 
azitromicina (Piszczek, St Jean and Khaliq 2015), existe una población de mujeres 
portadoras no tratadas de las cuales entre el 10 y el 25% deriva en una infección del 
tracto genital superior causando salpingitis, la cual puede derivar en la infertilidad. Si 
la salpingitis no es tratada puede presentar complicaciones a largo plazo, tales como 
la enfermedad pélvica inflamatoria, endometritis, peritonitis pélvica o embarazo 
ectópico (Piszczek et al. 2015, Westrom and Wolner-Hanssen 1993, Edwards and 
Butler 2011, Rodas et al. 2016). 
 
1.2. Salpingitis, infertilidad y embarazo ectópico 
 
La principal función de las trompas de Falopio es la movilización del óvulo 
desde la salida del ovario hasta el útero, siendo esta movilización mediada por las 
células ciliadas presentes en la trompa (Edwards et al. 2000, Lyons, Saridogan and 
Djahanbakhch 2006). La salpingitis es el proceso inflamatorio que se presenta en 
las trompas de Falopio frente a un agente patógeno, la que es producida, entre otros 
factores, por el contacto y/o invasión de las células epiteliales no ciliadas por el 
microorganismo N. gonorrhoeae, lo que conlleva al desarrollo de un proceso 
inflamatorio que genera un desprendimiento de las células epiteliales de trompas de 
Falopio (FTECs) (Figura 2) (McCormack 1994, Crossman 2006). La presencia del 
microorganismo en la zona tubal genera un microambiente donde es posible 
detectar la presencia de citoquinas proinflamatorias, lipo-oligosacárido (LOS) y 
fragmentos de peptidoglicán, entre otros, lo que desencadena el desprendimiento 
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de células ciliadas (Maisey et al. 2003, McGee et al. 1983, Melly, McGee and 
Rosenthal 1984) y el daño y posterior cicatrización en el tejido epitelial de las 
trompas de Falopio (Taylor-Robinson et al. 1974). 
 
Figura 2. Microscopía electrónica de cultivo primario de FTECs infectadas con 
N. gonorrhoeae. En A se observa el epitelio ciliado de trompas de Falopio sin 
infectar; en B se puede observar el desprendimiento de las células ciliadas de 
trompas de Falopio humana infectadas durante 6 horas con N. gonorrhoeae 
(Stephens, McGee and Cooper 1987). 
 
La presencia de cicatrices en las trompas de Falopio puede generar dos 
posibles escenarios. En el primero de ellos la movilidad del óvulo dentro de la trompa 
de Falopio es muy baja o nula debido a la ausencia de los cilios, generando de este 
modo que el óvulo no llegue a la zona de fecundación, y con ello quede como secuela 
la infertilidad. En un segundo caso, debido al desprendimiento de las células ciliadas 
del epitelio tubal, la movilidad del cigoto se ve afectada generando que la fecundación 
se realice correctamente, pero esta ocurre dentro de las trompas de Falopio 
generando embarazo ectópico (Edwards et al. 2000, Ezzati et al. 2014, Lyons et al. 
2006, Post et al. 2017). 
A B 
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1.3. Neisseria gonorrhoeae. 
 
N. gonorrhoeae es una bacteria Gram-negativo, diplococo y patógeno 
intracelular facultativo, no esporulado y no encapsulado. La infección con este 
microorganismo es exclusiva en humanos. Para que N. gonorrhoeae pueda 
colonizar la mucosa genital requiere la presencia de factores de virulencia asociados 
a la superficie bacteriana, tales como el Pili tipo IV (Figura 3a.), las proteínas de 
opacidad (Opa) y la presencia del lipooligosacárido (LOS). Estos tres componentes 
están implicados en la adhesión e invasión del microorganismo al epitelio tubal 
(Kupsch et al. 1993, Makino, van Putten and Meyer 1991, Merz, Enns and So 1999, 
Hill et al. 2016, Stein et al. 2015). 
  
El pili tipo IV es una estructura de superficie que está compuesta por 
diferentes proteínas, y cumple múltiples funciones en la patogénesis del N. 
gonorrhoeae, entre los cuales podemos encontrar: motilidad, transformación, 
adhesión a la mucosa genital y la formación de microcolonias (Figura 3B), las cuales 
son pequeños grupos de microorganismos unidos mediante la presencia del pili, las 






Figura 3. Pili tipo IV en Neisseria gonorrhoeae. (A) Microscopía electrónica de N. 
gonorrhoeae donde se aprecia la presencia del pili (Craig, Pique and Tainer 2004). (B) 
Microscopía electrónica que muestra la formación de una microcolonia por la 
interacción de las estructuras pili presentes en N. gonorrhoeae (Hockenberry et al. 
2016). Aumento: A: 60 Å; B: 5000x. 
 
De las mujeres que presentan salpingitis gonocócica y no han sido tratadas, 
aproximadamente entre el 10 al 25% presentan complicaciones posteriores, esto 
debido a que N. gonorrhoeae es capaz de ascender al tracto genital superior 
femenino e invadir células epiteliales no ciliadas del tracto tubal (McGee, Johnson 
and Taylor-Robinson 1981, Rodas et al. 2016). Por otro lado, se ha propuesto que 
la invasión de N. gonorrhoeae en la mucosa genital genera una mayor 
susceptibilidad a infecciones de enfermedades de transmisión sexual, siendo una 
de las más importantes el virus de inmunodeficiencia adquirida (HIV) (Workowski 






1.4. Patogénesis de N. gonorrhoeae: Factores de virulencia y 
colonización de la mucosa genital. 
 
Para que la bacteria pueda realizar el proceso de invasión es necesario que 
ocurra adherencia del microorganismo a su blanco. Es esta interacción entre las 
proteínas implicadas en la adhesión del microorganismo y sus receptores la que 
posteriormente induce una serie de transducción de señales en la célula blanco 
como son un aumento en el flujo de Ca2+ al interior de la célula o una inducción en 
la formación de placas corticales, eventos que ayudan a la colonización del 
microorganismo (Merz and So 2000). N. gonorrhoeae presenta dos proteínas que 
cumplen un rol importante en la adhesión bacteriana, éstas son las proteínas Opa y 
Pili, las cuales tienen la capacidad de experimentar una variación de fase y/o 
antigénica, una estrategia que les permite cambiar su fenotipo según el 
microambiente en el que se encuentra (Makino et al. 1991, Hill et al. 2016). En el 
caso de la variación de fase, los genes que lo experimentan pueden expresarse o 
no temporalmente, mientras que en el caso de la variación antigénica ocurre una 
modificación de dicho elemento, generando de esta forma que, si bien la proteína 
se expresa, su secuencia puede variar. Una de las principales funciones de la 
variación antigénica y de fase es la de facilitar la evasión de la respuesta inmune del 
hospedero (Merz and So 2000).  
 
El pili de N. gonorrhoeae posee varias funciones, una de ellas es participar en la 
adhesión inicial del microorganismo a las células epiteliales del canal tubal durante 
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el proceso de colonización (Craig et al. 2004, Merz et al. 1999, Hockenberry et al. 
2016, Hill et al. 2016). Posteriormente, actúan las proteínas Opa, mediante las 
cuales N. gonorrhoeae establece una unión estable con las superficies de las células 
epiteliales; sumado a lo anterior, la presencia de estas proteínas permite la 
migración extracelular del microorganismo a través de las células epiteliales. Una 
vez que N. gonorrhoeae se encuentra adherida a las células, la presencia de LOS 
estimula una respuesta inmune inflamatoria. Parte de esta respuesta inflamatoria es 
un aumento en la secreción local del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) e 
interleuquina 1-beta (IL-1β), las que activan una serie de cascadas de señalización 
en tiempos tempranos, siendo una de ellas el reclutamiento de macrófagos y 
neutrófilos que gatillan inflamación en la zona afectada. Esto lleva finalmente a la 
eliminación del microorganismo mediante fagocitosis por parte de macrófagos y 
neutrófilos previamente reclutados. Por otro lado, N. gonorrhoeae es capaz 
sobrevivir al interior de los neutrófilos y de esta forma continuar el ciclo de 
transmisión mediante contacto sexual a través de un exudado enriquecido en 
neutrófilos infectados (Virji 2009, Jean et al. 2016) (Figura 4). La respuesta 
inflamatoria presente en el tracto tubal es la responsable de la mayoría de los daños 
asociados a la infección de N. gonorrhoeae, siendo el desprendimiento de las 









Figura 4. Patogénesis de Neisseria gonorrhoeae. N. gonorrhoeae interactúa con 
las células epiteliales no ciliadas del tracto urogenital, realizando la invasión celular. 
Los leucocitos polimorfonucleares (PMN) internalizan por endocitosis a N. 
gonorrhoeae, siendo secretado en un exudado abundante en PMN. El peptidoglicán y 
el LOS de N. gonorrhoeae, en conjunto con el TNF-α producido por los fagocitos, 
causan un daño tóxico en las células epiteliales ciliadas de la mucosa (Virji 2009). 
 
Una vez que N. gonorrhoeae está adherida a las células epiteliales del tracto 
genital, para poder realizar la invasión es necesario que se lleve a cabo un evento 
de remodelamiento del citoesqueleto (ruffling) en la célula hospedero (Figura 5) 
(Grassme, Ireland and van Putten 1996, Lyons et al. 2006). En células epiteliales 
cervicales se ha demostrado que se necesita la presencia de receptores de 
superficie en la célula blanco para una adhesión e invasión efectiva, entre los que 
se encuentran las moléculas de adhesión celular antígeno carcino-embrionario 
(CEACAMs), integrinas, proteoglicanos de heparan sulfato (HSPGs), proteínas de 
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la matriz extracelular y finalmente el receptor del complemento (CR3) (Edwards et 
al. 2000, Lyons et al. 2006, Westrom and Wolner-Hanssen 1993, Stein et al. 2015). 
También se ha observado que durante la infección de células epiteliales de la zona 
cervical, N. gonorrhoeae expresa un homólogo de la fosfolipasa D, el cual es 
secretado al medio intracelular. Esta enzima (NgPLD) promueve la infección debido 
a que NgPLD aumenta la movilización del receptor del complemento 3 (CR3), el cual 
es un receptor heterodimérico de la superficie celular que está involucrado en el 
complemento de la respuesta inmune innata (Jensen et al. 2016). La translocación 
del receptor CR3 a la superficie celular asegura que exista un receptor necesario, el 




Figura 5. Remodelamiento del citoesqueleto (ruffling) en células epiteliales 
cervicales humanas infectadas con N. gonorrhoeae. Microscopía electrónica de 
transmisión (TEM) de biopsias independientes de cuello uterino de mujeres con 
cervicitis provocada por N. gonorrhoeae. En A y en B se observa el reordenamiento 
del citoesqueleto y los cambios en la membrana que indican que el ruffling se produce 
durante la infección con N. gonorrhoeae. Aumento: 60x (Edwards et al. 2000). 
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Actualmente se conocen cuatro mecanismos generales que conducen a la 
invasión por N. gonorrhoeae de las células de la mucosa epitelial: endocitosis 
mediada por receptores, endocitosis dependiente de microtúbulos, entrada 
mediante mecanismo de cierre (zipper) e invasión mediante un reordenamiento del 
citoesqueleto (Jerse A.E 2000, McCormack 1994), pero aún se desconocen las 
bases moleculares de la invasión de epitelio tubal por N. gonorrhoeae.  
 
1.5. ADP- ribosiltransferasas bacterianas. 
 
Las ADP-ribosiltransferasas bacterianas (ADPRTs) son proteínas que se 
clasifican como toxinas debido a que con bajas cantidades son capaces de modificar 
funciones esenciales de las células eucariontes. Dentro de la familia de las toxinas 
bacterianas, las ADPRTs son exotoxinas que realizan una modificación post-
traduccional en la proteína blanco (Masignani et al. 2003) y para ello requiere de 
tres dominios: el sitio catalítico, el dominio de translocación y el dominio de unión al 
receptor (Yates et al. 2006). Actualmente estas proteínas han sido reportadas en 
una serie de patógenos tales como Bordetella spp.(Locht and Keith 1986), Vibrio 
cholerae (Mekalanos et al. 1983), y Escherichia coli (Masignani et al. 2003) los 
cuales presentan una toxina del tipo ADPRT que interfiere con la transducción de 
señales mediante la modificación de las proteínas G pequeñas (Masignani et al. 
2003); mientras que  Corynebacterium diphtheriae (Pappenheimer 1977) y 
Pseudomonas aeruginosa (Gray et al. 1984) presentan una ADPRT que interfiere 
con la síntesis proteica del factor de elongación 2 (EF2) (Masignani et al. 2003). 
Existe otro grupo de ADP-ribosiltransferasas que pueden gatillar una reorganización 
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del citoesqueleto mediante modificación enzimática de sus componentes y se ha 
reportado que Clostridium spp., específicamente Clostridium botulinum (Aktories et 
al. 1986), C. perfringens (Schering et al. 1988) y C. difficile (Popoff et al. 1988) 
presentan una ADPRT que utiliza a la actina presente en el citoesqueleto de las 
células como blanco biológico (Masignani et al. 2003). Este proceso es llevado a 
cabo por una reacción que cataliza la transferencia de un residuo único de ADP-
ribosa desde el donante nicotinamida adenina dinucleótido (NAD+) hacia un residuo 
aminoacídico de arginina, treonina o asparagina presente en la proteína blanco 
(Figura 6) (Laing et al. 2011). 
 
 
Figura 6. Mecanismo de acción de las ADP-ribosiltransferasas bacterianas. 
Esquema general de la catálisis enzimática de una ADP-ribosiltransferasa típica al 
aminoácido arginina. La reacción enzimática es catalizada por la enzima ADP-
ribosiltransferasa (ART) que cataliza la movilización de un grupo ADP-ribosa desde el 
donante NAD+ a un residuo de arginina, liberando nicotinamida (nic) (Laing et al. 
2011). 
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La proteína NarE (Neisseria ADP-ribosyltransferase enzyme) es una ADPRT 
descrita inicialmente en Neisseria meningitidis. El gen que codifica para esta toxina 
NarE presenta un tamaño de 438 pares de bases, generando una proteína de 145 
aminoácidos (16 kDa) (Masignani et al. 2003). La secuencia del dominio catalítico 
de NarE posee homología estructural con el sitio catalítico (subunidad A) de la 
enterotoxina termolábil LT de Escherichia coli (Masignani et al. 2003). Debido a la 
ausencia de un péptido señal en la proteína NarE, se ha propuesto que la enzima 
es exportada al exterior mediante vesículas de membrana externa, pudiendo llegar 
a su blanco a través de este mecanismo y de esta forma realizar su acción (Valeri 
et al. 2015). 
 
1.6 La enzima ADP- ribosiltransferasa NarE en N. gonorrhoeae. 
 
En nuestro laboratorio se logró demostrar que el gen narE (291 pb) también 
se encuentra presente en N. gonorrhoeae (NGO0563, 291 pb) (Rodas et al. 2016) 
pero la presencia de una deleción en este gen narE genera una truncación en el 
extremo N-terminal de la proteína, lo que sugería fuertemente que éste podría ser 
un pseudogen, es decir, existe una posibilidad de que la proteína no presente 
actividad (Masignani et al. 2003). Sin embargo, análisis in silico realizados en 
nuestro laboratorio indicaron que a pesar de la presencia de una duplicación de un 
tetranucleótido (TTAT) presente 12 pares de bases río abajo del codón de inicio 
original de narE en N. meningitidis (ATG) que genera una interrupción del gen 
después de 8 codones, existe la presencia de un codón de inicio alternativo GTG, 
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una región promotora y una secuencia Shine-Dalgarno en el locus narE presente en 
el genoma de N. gonorrhoeae (Figuta 7A) (Rodas et al. 2016). 
 
Figura 7. Análisis in silico del gen narE de N. gonorrhoeae. (A) Análisis 
bioinformático al locus de narE. En rojo se observa la secuencia de tetranucleótido y 
en azul se observa el codón de STOP; DR: repeticiones directas; RBS: sitio de unión 
al ribosoma. (B) Alineamiento de secuencia de la proteína NarE de N. gonorroheae 
cepa P9-17 y N. meningitidis cepa MC58. En azul se muestran los residuos Cys2His2, 
en morado se muestra en bolsillo para el NAD+, en rojo se muestra el sitio de unión a 
NAD+, en verde se muestra el sitio catalítico; las flechas indican residuos de ácido 
aspártico presente en un cluster Fe/Zn-S alternativo (Rodas et al. 2016). 
 
Al realizar un alineamiento de las secuencias aminoacídicas de NarE presente 
en meningococo (cepa MC58) y gonococo (cepa P9, variantes 1, 2, 13, 16, 17 y 31) 
se encontró que existe una deleción de 50 aminoácidos en la zona N-terminal de la 
proteína en N. gonorrhoeae, pero a pesar de la presencia de esta deleción la 
20  
proteína conserva los dominios necesarios para su actividad de ADP-ribosilación, 
tales como el dominio de unión a NAD+ y el dominio catalítico previamente descrito 
en ADPRTs bacterianas (R-E-x-E) (Figura 7B) (Masignani et al. 2004, Rodas et al. 
2016). Por otro lado, en nuestro laboratorio también se demostró que la proteína 
NarE de N. gonorroheae experimentó auto-ADP-ribosilación, además de la actividad 
ADP-ribosiltransferasa, utilizando un blanco sintético (Agmatina) (Figura 8 A y B). 
Sin embargo, esta actividad enzimática fue inhibida in vitro por β-defensinas que 
han sido descritas en el tracto genital femenino (Rodas et al. 2016). Finalmente, la 
actividad enzimática fue analizada utilizando un lisado celular de FTECs como 
aceptor del grupo ADP-ribosa, donde se observó que la enzima es capaz de 
transferir el grupo a 7 proteínas presentes en el lisado celular (Figura 8C). No 
obstante, aún se desconoce cómo es la acción de la enzima NarE cuando interactúa 
con FTECs (Rodas et al. 2016). 
Figura 8. Actividad ADP-ribosiltransferasa in vitro de NarE de N. gonorroheae. 
(A) Panel superior: Inmunoblot de biotina ADP-ribosilada por NarE utilizada para 
demostrar la capacidad de auto-modificación de la enzima NarE. (-), ensayo de 
actividad sin enzima; mNarE: enzima NarE-6xHis de N. meningitidis; gNarE: enzima 
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NarE-6xHis de N. gonorrhoeae. Panel inferior: Western blot de mNarE y gNarE con 
el anticuerpo Anti-His usado para detectar ambas proteínas. (B) ADP-ribosilación de 
agmatina con NarE de N. gonorroheae; -NAD –gNarE: control negativo sin enzima 
ni NAD+; -NAD: control sin NAD+; -gNarE: control negativo sin enzima; +h.i gNarE: 
ensayo con la enzima inactivada por calor (95°C por 30 min); +gNarE: ensayo con 
la enzima NarE de N. gonorrhoeae presente; +NarE +DTT: ensayo con la enzima 
NarE y DTT como cofactor; +mNarE: control positivo utilizando la enzima NarE de 
N. meningitidis; +mNarE+DTT: control positivo utilizando la enzima NarE de N. 
meningitidis y DTT como cofactor. (C) Ensayo de ADP-ribosilación libre de células 
de proteínas presentes en un lisado de FTECs con la enzima gNarE. –gNarE: control 
negativo sin enzima NarE; h.i gNarE: enzima inactivada por calor (95°C por 30 min); 
+gNarE: reacción con NarE de N. gonorrhoeae; +mNarE: control positivo con la 
enzima NarE de N. meningitidis (Rodas et al. 2016). 
 
Valeri et al. (2015), demostró que la enzima NarE de N. meningitidis altera la 
morfología de las células epiteliales humanas Chang, ya que se observó que la 
presencia de la enzima generó una modificación en el reordenamiento de la actina 
presente en el citoesqueleto (Figura 9) . Este cambio morfológico sugiere que el 
remodelamiento de actina es dado por la acción de la toxina NarE de N. meningitidis 
como parte de la patogénesis del microorganismo. 
 
22  
Figura 9. Acción de NarE de N. meningitidis sobre el citoesqueleto de actina 
en células epiteliales humanas Chang. Se realizó un ensayo para observar el 
cambio morfológico de células Chang frente a la exposición a la enzima NarE (1 
µg/ml) de N. meningitidis durante 1 hora. Para observar cambios en el 
reordenamiento del citoesqueleto se realizó una tinción con TRITC-conjugado con 
faloidina (rojo). El núcleo de las células fue teñido con tinción DAPI (azul). Ctr: 
control negativo (células no expuestas) medio de cultivo; TcdA: control positivo con 
la toxina A de Clostridium difficile (100 ng/ml); NarE-R7K: enzima NarE inactivada 
por una mutación en el sitio activo de la enzima; NarE: enzima nativa (Valeri et al. 
2015). 
 
Debido a que se desconoce en su totalidad las bases moleculares de la invasión 
realizada por N. gonorrhoeae en FTECs, es de interés dilucidar si el gen narE se 
expresa durante la infección realizada por el microorganismo y si es parte activa en 







Los antecedentes previamente expuestos han permitido establecer que N. 
gonorrhoeae posee el gen narE en su genoma, el cual codifica para una ADP-
ribosiltransferasa denominada NarE con actividad en la modificación de proteínas 
presentes en un lisado total de células. Junto a lo anterior se ha demostrado que la 
enzima NarE también está en N. meningitidis exhibiendo un efecto en el 
reordenamiento de la actina presente en el citoesqueleto de las células. Por lo tanto, 
para poder comprender de mejor forma las bases moleculares de la invasión, el 
objetivo de este trabajo es analizar la expresión del gen narE de N. gonorrhoeae 






El gen narE de Neisseria gonorrhoeae se expresa durante la infección de células 
epiteliales de trompa de Falopio humana. 
 
1.9 Objetivo General 
 
Determinar los niveles de ARNm del gen narE y la presencia de la proteína 
NarE durante la infección de células epiteliales de trompa de Falopio humana con N. 
gonorroheae.  
 
1.10 Objetivos específicos 
 
1.10.1 Determinar la expresión de narE durante la infección de células epiteliales 
de trompas de Falopio humana con N. gonorrhoeae mediante RT-qPCR 
 
1.10.2 Determinar la presencia de la proteína NarE durante la infección de células 








2. Materiales y Métodos 
2.1. Reactivos y equipos 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Invitrogen: Agarosa, Ditiotreitol (DTT), 
T4 DNA ligasa, sistema de electroforesis Bolt®, sistema de transferencia iBlot®, 
SYBR® Safe DNA gel stain, Pfx50™ DNA polymerase. 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Thermo Scientific: BCA proteins 
assay reagent kit, Halt™ Protease Inhibitor Single-Use Cocktail EDTA Free (100x), 
estándar de peso molecular para ADN O'Gene Ruler 100 bp Plus, estándar de peso 
molecular para ADN O'Gene Ruler 1 kb, Penicilina-Estreptomicina 100x, SFB, 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate, estándar de peso molecular 
para proteínas PageRuler Prestained Protein Ladder (10 – 180 kDa), TRIZOL 
reagen, Superscript™ II Reverse Transcriptase, One Shot® TOP10 Chemically 
Competent E. coli. 
 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Merck: Agar-agar, CaCl2, EDTA, 
glicerol, HCl, isopropanol, K2HPO4, KH2PO4, MgCl2, Na2HPO4, NaCl, NaH2PO4. 
 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Promega: RQ1 RNase-Free DNase 
Enzimas de restricción XhoI y KpnI, Wizard® Genomic DNA Purification kit, Wizard® 
Plus Miniprep kit, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System kit, GoTaq® DNA 
Polymerase. 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Winkler: Ácido tricloroacético, 
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acrilamida, azul de Coomassie R-250, azul de Coomassie G-250, bis-acrilamida, 
glicina, PBS 10X, persulfato de amonio, SDS, TAE 50X, TEMED, Tris. 
 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Sigma: BSA, cloranfenicol, kanamicina, 
filtros Millipore 0,25 µm, Tween-20, KiCStart™ SYBR® Green qPCR ReadyMix™, 
tiamina pirofosfato, Anticuerpo secundario Anti-Mouse IgG-Peroxidase, Anticuerpo primario 
Monoclonal Anti-FLAG. 
 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de BD Biosciences: GC-Medium Base, 
Isovitalex®  
 
Los siguientes reactivos se obtuvieron de Santa Cruz: E-cadherin Anticuerpo (G-
10): sc-8426, β Tubulin Anticuerpo (H-235): sc-9104, β-Actin Anticuerpo (C4): sc-
47778. 
 
Los siguientes equipos fueron utilizados en este trabajo: Estufa con CO2 
modelo: UN-5510E (NUAIRE), Incubador shaker modelo: ZHWY-200B 
(ZHCHENG), Sistema de electroforesis y transferencia de proteínas modelo: Mini-
PROTEAN® Tetra Cell 4-gel handcasting system (BIO-RAD), Fuente de poder 
modelo: PowerPac™ Basic (BIO-RAD), Centrifuga modelo: 5804R (Eppendorf), 
Lector hibrido de microplato multiuso modelo: Synergy H1™ (BioTek), sistema de 
fotodocumentación modelo: SC750 (BioSens), Gabinete de esterilidad (ESCO), 
Gabinete de esterilidad modelo: ZHJH-C1112C (ZHCHENG), Equipo qPCR modelo: 
Eco qPCR (Illumina). 
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2.2. Material biológico 
2.2.1. Microorganismos utilizados. 
Tabla 1. Lista de bacterias utilizadas en este estudio. 
Cepa Característica Fuente 
Neisseria gonorrhoeae  
P9-17 
Pil+  Opab+ Myron Christodoulides 
(UK). 
Escherichia coli TOP10 F-   endA1  recA1 Invitrogen 
Escherichia coli DH5α F-  recA1  endA1  
hsdR17  phoA  gyrA  
relA1 
Invitrogen 
NGO003 N. gonorrhoeae P9-
17/pEC011 
Este trabajo 
EC005 E. coli DH5α/pGEMT 
easy-narE P9-31 
(pEC005) 
Unidad de Microbiología, 
CIMIS, UNAB 
EC007 E. coli DH5α/pGEMT 
easy-narE:::pcr 
KpnI/XhoI (pEC007) 
Unidad de Microbiología, 
CIMIS, UNAB 









Tabla 2. Lista de plasmidios utilizados en este estudio. 
Plasmidio Características relevantes Fuente de referencia 
pSUB11 
Plasmidio templado de epitope 3xFLAG, 
KanR 
(Uzzau et al. 2001) 
pEC005 
pGEM-T/locus de narE (~ 800 pb) de N. 
gonorrhoeae P9-17 
Unidad de Microbiologia, 
CIMIS, UNAB 
pEC007 
pEC005/sitios de restricción KpnI y XhoI 
situados rio abajo del locus de narE 
Unidad de Microbiologia, 
CIMIS, UNAB 
pEC011 pEC007/narE::3xFLAG::KanR Este trabajo 
 
2.3. Cultivos 
2.3.1. Cultivo bacteriano de Neisseria gonorrhoeae. 
 
Se sembró la cepa silvestre de N. gonorrhoeae (P9-17) en medio sólido GC 
suplementado con Isovitalex® (BD Biosciences). Las placas se incubaron a 37 ºC por 
24 horas. El fenotipo de las colonias fue analizado mediante observación 
macroscópica de colonias al microscopio y se reaislaron para obtener el mayor 
número de colonias con el fenotipo apropiado 
La cepa mutante NGO003 se sembró en agar GC suplementado con 
Isovitalex® (BD Biosciences) y kanamicina (50 µg/ml). Las placas se incubaron a 37 
ºC por 24 horas y también se confirmaron los fenotipos asociados a Pili y Opa 
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mediante análisis macroscópico de colonias aisladas. 
 
2.3.2. Cultivo primario de Celulas Epiteliales de Trompa de Falopio humana 
(FTECs). 
 
Las muestras de trompas de Falopio utilizadas para realizar los cultivos 
primarios de FTECs fueron obtenidas respetando los protocolos que fueron aprobados 
por el Comité de Ética y Bioseguridad de la Universidad Andrés Bello de acuerdo con 
los protocolos de ética recomendados por la Declaración de Helsinki (1975). Las 
muestras de trompas de Falopio fueron donadas voluntariamente previo 
consentimiento informado. Las muestras provienen de donantes fértiles sometidas a 
histerectomía por razones ajenas a los estudios realizados desde el Servicio de 
Ginecología de Clínica Dávila. El procesamiento de las muestras se llevó a cabo según 
el protocolo descrito previamente (Rodas et al. 2017): una vez obtenidas las muestras, 
fueron lavadas con PBS 1x y el lumen fue expuesto por un corte longitudinal. 
Posteriormente los cortes fueron lavados con medio TC-199 y digeridos con tripsina, 
la resuspensión celular fue centrifugada y lavada con solución de sales Hank y 
posteriormente fueron sembradas en botellas de cultivo con medio TC-199 completo 
(SFB 10%, insulina 10 mg/ml, Penicilina/Streptomicina 1x y piruvato 1 mM). Las 
células fueron incubadas a 37 °C y 5% CO2 por 2 horas, transcurrido el tiempo se tomó 
el medio con las células no adheridas y se sembró en una nueva botella de cultivo con 
medio TC-199 completo hasta alcanzar una confluencia entre 80-90%. Una vez 
obtenido la confluencia necesaria mediante el uso de Tripsina-EDTA 0,25%, se 
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despegaron las células y se pasaron a placas de 12 pocillos con medio TC-199 
completo y nuevamente se incubaron a 37ºC y 5% CO2, hasta observar un 90% de 
confluencia para ensayos posteriores. 
 
2.4. Técnicas bioquímicas y moleculares. 
2.4.1. Extracción de ARN y RT-qPCR  
2.4.1.1 Neisseria gonorrhoeae P9-17 
Se agregó 1 ml del reactivo TRIZOL a una suspensión bacteriana con 1 x 107 
bacterias N. gonorrhoeae en duplicado, se agitaron vigorosamente los tubos por 15 
segundos y se incubaron por 5 minutos a T° ambiente. Luego se adicionaron 200 µl 
de cloroformo a cada tubo, se agitaron vigorosamente por 10 segundos y se 
incubaron por 3 minutos a T° ambiente, luego se centrifugaron por 15 minutos a 
12000 g y 4 °C. La fase acuosa fue transferida a un nuevo tubo y se adicionaron 500 
µl de isopropanol por muestra, éstas se incubaron por 10 minutos a T° ambiente y se 
centrifugaron por 10 minutos a 12000 g y 4 °C. Finalizada la centrifugación se 
conservaron los pellets y se resuspendieron en 1 ml de etanol 75%, se centrifugaron 
por 5 minutos a 7500 g y 4 °C, se descartó el sobrenadante y cada muestra se dejó 
secar por 10 minutos. Finalmente, se resuspendieron los pellet en 25-50 µl de agua 
libre de RNAsa, se incubaron a 57 °C por 15 minutos y se guardaron a -80 °C. La 
integridad del ARN se visualizó en geles de agarosa 2%.  
Se cuantificaron las muestras de ARN según lo descrito previamente en el 
punto 2.4.4. Luego muestras de 1 µg se trataron con DNAsa RQ1 utilizando el 
siguiente mix de reacción: 1 µl de buffer 10x, 1 unidad de enzima por 1 µg de ARN, 
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y se completó hasta 10 µl con H2Odd. Estos mix de reacción se incubaron a 37 °C 
por 30 minutos, se adicionó 1 µl de solución stop y se incubó a 65 °C por 10 minutos. 
Posteriormente las muestras tratadas se utilizaron para la transcripción reversa 
mediante el uso de los partidores respectivos al gen que se analizará en el posterior 
experimento de RT-qPCR (Tabla 3). 
Las reacciones de RT-PCR fueron hechas utilizando la enzima Superscript™ 
II Reverse Transcriptase en la siguiente reacción: 250 ng de ARN, 2 µl de cada 
partidor antisentido correspondiente (Tabla 3) a 25 µM, 1 µl de dNTP´s 10mM y se 
completó hasta 13 µl con H2Odd; se incubó a 65 °C por 5 minutos y se colocó 
inmediatamente en hielo, se agregó 4 µl de buffer 1st strand 5x y 2 µl de DTT 0.1 M, 
se homogenizó suavemente y se incubó a 42 °C por 2 minutos. Se adicionó 1 µl de 
la enzima Superscript™ II Reverse Transcriptase y se homogenizó suavemente, se 
incubó a 42 °C por 50 minutos seguido por la inactivación de la enzima a 70 °C por 
15 minutos. Las muestras se guardaron a -20 °C hasta su uso posterior. 
 
El PCR cuantitativo fue llevado a cabo usando kit KiCqStart® SYBR Green 
qPCR ReadyMix y el equipo Illumina Eco qPCR. Para los genes narE y groES (control 
de expresión constitutiva de infección) (Du, Lenz and Arvidson 2005), se utilizaron 
los partidores correspondientes descritos en la Tabla 3 y el programa utilizado fue: a 
95 °C por 10 minutos, 40 ciclos de: denaturación a 95 °C por 20 segundos, 
alineamiento a 59 °C por 30 segundos y elongación a 72 °C por 30 segundos. Los 
resultados de los valores Ct obtenidos fueron procesados utilizando la fórmula 2-ΔΔCT 




2.4.1.2 Cultivo primario de FTECs infectados con N. gonorrhoeae. 
Se agregó 1 ml del reactivo TRIZOL por pocillo y se desprendieron las células 
mediante raspado, se traspasaron a tubos de 1,5 ml y se procedió de la misma forma 
como se describió en el punto 2.4.1.1. 
 
2.4.2. Generación de bacterias quimiocompetentes para transformación. 
 
 Para la preparación de las bacterias quimiocompetentes se inoculó una colonia 
de E.coli TOP10 crecida en medio sólido Luria Bertani (LB) en 5 ml de medio líquido 
LB y se incubó a 37°C durante toda la noche (O/N), posteriormente se usó 1 ml del 
cultivo líquido y se inoculó en 100 ml de LB y se incubó a 37°C por 1 hora. Luego se 
incubó el cultivo en hielo por 10 minutos y se centrifugó por 3 minutos a 4°C y 6000 
rpm, el pellet fue resuspendido suavemente en 10 ml de CaCl 0,1 M frío, se incubó en 
hielo por 20 minutos y se centrifugó por 3 minutos a 4°C y 6000 rpm. El pellet fue 
resuspendido en 5 ml de una solución 15% glicerol y CaCl 0,1 M, se alicuotó en viales 
de 100 µl y se guardaron a -80°C. 
 
2.4.3. Purificación de ADN plasmidial. 
 
 La purificación de los distintos plasmidios utilizados en este estudio (Tabla 2) 
se llevó a cabo a partir de un cultivo bacteriano del microrganismo a utilizar (Tabla 
1) en medio líquido LB con la selección por antibiótico correspondiente. Para la 
purificación de ellos se utilizó el kit Wizard® Plus SV Minipreps Purification System 
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(Promega) siguiendo las instrucciones dadas por el proveedor. La integridad de los 
plasmidios se visualizó en geles de agarosa 1% utilizando el sistema de 
documentación del gel BioSens SC750. 
 
2.4.4. Electroforesis en gel de agarosa. 
 
El gel se preparó con agarosa al 1% en tampón TAE 1X. Para la visualización 
de las bandas de ADN o ARN se utilizó SYBR® Safe DNA gel stain. La electroforesis 
se realizó a 100 Volts constantes. Las bandas de ADN y/o ARN se visualizaron y se 
fotografiaron utilizando el sistema de documentación del gel BioSens SC750. 
 
2.4.5. Cuantificación de proteínas, ADN y ARN. 
Para la medición de las concentraciónes de proteínas, ADN y ARN se hizo 
una cuantificación por espectrofotometría usando la relación 260 nm⁄280 nm, 
mediante el uso del espectrofotómetro Synergy H1 (Biotek). Para la medición de 
proteínas también se utilizó un método alternativo mediante el uso del kit de BSA 
(Thermo Scientific), el cual se usó siguiendo las instrucciones del proveedor. 
 
2.4.6. Construcción del plasmidio pEC011 
 
 Para realizar la construcción del vector pEC011 se realizó la amplificación por 
PCR del vector pEC005 con los partidores iNarE-FW e iNarE-RV (Tabla 3), los cuales 
introdujeron los sitios de corte para las endonucleasas KpnI y XhoI en los extremos 
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de la secuencia del gen narE. El mix de reacción consistió en 10 µl de GoTaq buffer 
5x, 1 µl de mix de nucleótidos 10 mM, 1 µl de cada partidor (iNarE-FW e iNarE-RV) 
10 µM (Tabla 3), 0,25 µl de la enzima polimerasa GoTaq™ DNA Polymerase, 2 µl del 
vector pEC005 y 34,75 µl de H2Odd. El programa utilizado para el PCR inverso fue: 
denaturación inicial (94°C por 2 min.), amplificación por 30 ciclos (94°C por 30 s,57°C 
por 45 s, 72°C por 5 min) y extensión final (72°C por 7 min). Finalizado el PCR se 
obtuvo el vector pEC007 del cual 1 µl de la reacción de PCR se analizó mediante 
electroforesis en gel de agarosa 1% para observar concentración e integridad del 
vector.  
 
 En paralelo se realizó la amplificación de la secuencia FLAG y el casette de 
resistencia a kanamicina del vector pSUB11, para esto se realizó una reacción de 
PCR utilizando la enzima Pfx50 (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del 
proveedor. El mix de reacción consistió 1,5 µl de mix de dNTP´s 10 mM, 5 µl de 
Buffer Pfx50 10x, 1,5 µl de cada partidor (Flag-FW y Flag-RV 10 µM) (Tabla 3), 1 µl 
del vector pSUB11 (Tabla 2), 1 µl de la enzima polimerasa Pfx50 y 38,5 µl de H2Odd. 
Las condiciones para la reacción de PCR fueron: denaturación inicial (94ºC por 2 
min.), amplificación por 35 ciclos (94ºC por 20 s, 55ºC por 30 s, 68ºC por 2 min.) y 
extensión final (68ºC por 3 min). La reacción de PCR se analizó mediante un gel de 
agarosa 1% y se purificó la banda de interés mediante el kit Wizard® SV Gel and 
PCR Clean-Up System siguiendo las instrucciones del proveedor. Los productos de 




Tabla 3. Lista de partidores utilizados en este estudio. 
Partidor Secuencia (5´-3´) Uso 
flag-FW ATATGGTACCGACTACAAAGACCATGACGC 




narE-FW ACAGCCACAATCTTCAGCTC  
RT-qPCR de narE 




PCR inverso del 
vector pEC005 
iNarE-RV ATTCGGTACCTTCACACTTGGACCATGT 
groES-FW CCGCCGAAAAACCCGATATG  
RT-qPCR de groES 
groES-RV TTACGGTTTGGCCGCTGTAT  
 
Una vez que se obtuvo el vector pEC007 y el fragmento con la secuencia 
FLAG y el cassette de resistencia a kanamicina, se realizó una reacción de digestión 
con las enzimas KpnI y XhoI siguiendo las instrucciones del proveedor. 
Posteriormente se realizó una reacción de ligación del vector digerido y el fragmento 
usando la enzima T4 DNA ligasa siguiendo las instrucciones del proveedor, para 
obtener el vector pEC011. Posteriormente éste fue introducido en la bacteria 






2.4.7. Transformación de cepas bacterianas. 
2.4.7.1. Escherichia coli TOP-10 
 Se mezclaron 100 µl de bacterias quimiocompetentes E. coli TOP10 y 1 µl de 
vector de interés. Se incubó la mezcla en hielo por 30 minutos y rápidamente se realizó 
un shock térmico a 42°C por 2 minutos, posteriormente se pusieron inmediatamente 
en hielo por 3 minutos y se agregaron 900 µl de medio LB. Se incubó la mezcla por 1 
hora a 37°C y agitación, finalmente se sembró todo el volumen con técnica de césped 
en placas con agar LB suplementado con el antibiótico necesario para la selección de 
colonias. 
  
2.4.7.2. Neisseria gonorrhoeae P9-17 
 Para la transformación de N. gonorrhoeae P9-17 (Pili+, Opa+) con el vector 
pEC011, se utilizó la capacidad de transformante natural de la bacteria dada por el pili 
tipo IV (Craig et al. 2004). Se creció la bacteria en agar GC tal como se describe en el 
punto 2.3.1 y posteriormente se resuspendieron las colonias con el fenotipo Pili+ Opa+ 
en caldo GC (5 mM MgCl2, 0,042% NaHCO3, 1x Isovitalex®) hasta obtener 1 ml con 
una OD600 de 0,1. Se adicionó 1 µg del plasmidio pEC011 (Tabla 2) y se incubó a 37°C 
por 5 horas con agitación suave. El control negativo de transformación consistió en 
bacterias sometidas al mismo protocolo sin adición del plasmidio. Las bacterias 
transformantes se sembraron en placas GC suplementadas con kanamicina (50 
µg/ml), éstas se incubaron a 37°C y 5% CO2 por 20 a 48 horas y las colonias obtenidas 
se reaislaron 4 veces. Finalmente, los clones reaislados se confirmaron mediante PCR 
de colonias utilizando los partidores narE-FW y narE-RV (Tabla 3) y se realizó una 
electroforesis en un gel de agarosa 1%. 
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2.4.8. Fraccionamiento subcelular de N. gonorrhoeae. 
 Se resuspendieron colonias de N. gonorrhoeae P9-17 ó NGO003 en medio 
GC completo (MgCl2, 5 mM, NaHCO3 0,042%, Isovitalex® 1x; para NGO003 
adicionalmente se suplementó con kanamicina 50 µg/ml) hasta obtener 30 ml de un 
cultivo con una OD540nm ~0,25, luego estos inóculos se incubaron por 4 horas a 37°C 
y 100 rpm (Rodas et al. 2016). Transcurrido el tiempo se realizó el protocolo de 
fraccionamiento sub-celular descrito previamente (Masignani et al. 2003): 
Fracción de lisado total de células bacterianas (WCL): se centrifugaron 10 ml del 
cultivo bacteriano a velocidad máxima por 10 minutos, se conservó el pellet y se 
resuspendió en 10 ml de TrisHCl 10 mM (pH 8.0), se calentó a 56°C por 60 minutos 
y luego se sonicó con un pulso único de 60 segundos y una amplitud del 100%. Las 
muestras se guardaron a -20°C hasta su uso. 
Fracción citoplasmática (CF): Se tomó una alícuota de WCL, se centrifugó a 13000 
g por 30 minutos, se conservó el sobrenadante y éste se guardó a -20°C hasta su 
uso. 
Fracción periplasmática (PF): se centrifugaron 10 ml del cultivo bacteriano inicial a 
máxima velocidad máxima por 10 minutos y el pellet se resuspendió en 400 µl de 
una solución de TrisHCl 50 mM (pH 8.0) con sacarosa 25%. Se incubó por 1 hora a 
temperatura ambiente y se centrifugó a 13000 g por 30 minutos y 4°C. El 
sobrenadante (fracción periplasmática) se guardó a -20°C hasta su uso. 
Fracción de sobrenadante (SN): se centrifugaron 10 ml del cultivo bacteriano inicial 
a velocidad máxima por 10 minutos, el sobrenadante se filtró con filtros de 0,2 µm y 
38 
 
se adicionó ácido tricloroacetico (TCA) hasta obtener una concentración final de 
50% y se incubó a 4°C durante toda la noche. El sobrenadante se centrifugó a 13000 
g por 40 minutos, el pellet se lavó 3 veces con etanol 70% helado y finalmente se 
resuspendió en PBS 1x y se guardó a -20°C hasta su uso. 
Las concentraciones de todas las fracciones fueron cuantificadas de acuerdo a lo 
descrito en el punto 2.4.5. 
 
2.4.9. Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE - Tricine) y Western 
Blot. 
 
Para la detección de la proteína de fusión NarE::3xFLAG en las distintas 
fracciones obtenidas de la bacteria, se cargaron 30 µg de proteínas de cada fracción 
bacteriana en un gel de tricina al 16% (Schagger 2006). Las muestras se 
homogenizaron en una razón 3:1 con buffer de carga A (SDS 12%, mercaptoetanol 
6%, glicerol 30%, azul de coomassie G-250 0.05%, Tris 150 mM pH 7.0). Para 
realizar la electroforesis se utilizó un tampón de ánodo (Tris 0.1 M (pH 8.9)) y un 
tampón de cátodo (Tris 0.1 M (pH 8.25), tricina 0.1 M, SDS 0.1%). Las condiciones 
de la electroforesis fueron 50 Volt para el gel concentrador y entre 100 - 120 Volt 
para el gel resolutivo y se utilizó el sistema MiniProtean® (BioRad). Las proteínas se 
transfirieron a una membrana PVDF durante 1 hora a 300 mA en frío y en tampón 
de transferencia (100 ml de tampón de corrida 10x (Tris 34%, glicina 14%, SDS 1%), 
200 ml metanol y 700 ml H2O). Luego la membrana se bloqueó con una solución de 
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5% BSA preparado en 0.1%TBS-Tween (TTBS) durante 2 horas con agitación 
suave, luego se lavó 4 veces con TBS-Tween 20 al 0.05% durante 4 minutos en 
cada lavado y la membrana se incubó durante toda la noche a 4°C con el anticuerpo 
primario ANTI-FLAG® M2 (1:5000) para la detección de NarE::3xFLAG, Anti-E-
cadherina G-10 para la detección de la proteína E-cadherina, Anti- βtubulina H-235 
para la detección de la proteína β-tubulina y Anti-β-Actin C4 para la detección de la 
proteína β-Actina. La incubación con el anticuerpo primario fue realizada con 
agitación suave. Posteriormente la membrana se lavó de acuerdo a lo descrito 
previamente y se incubó durante 2 horas a temperatura ambiente con el anticuerpo 
secundario Ab-IgG (1:10000) con agitación suave. Finalmente se repitieron los 
lavados de la membrana con TBS-Tween 20 al 0.05% y se reveló con el kit 
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate usando el equipo de foto 
revelado Fotodyne. 
 
2.4.10. Infección de cultivos primarios de FTECs. 
 
Las FTECs fueron cultivadas como se detalla en el punto 2.3.2 hasta una 
confluencia cercana al 90% en cada pocillo. Luego las células se deprivaron durante 
12 horas utilizando medio TC-199 suplementado con insulina recombinante humana 
5 mg/ml y piruvato de sodio 1 mM (medio TC 199 infección) y se infectaron con N. 
gonorrhoeae NGO003 ó P9-17 (control negativo) con MOI de 50 durante 4, 8, 12 y 
24 horas a 37°C y 5% CO2. Luego los pocillos se lavaron 3 veces con PBS 1x estéril 
y se trataron las células con medio TC-199 infección + 200 μg/ml de gentamicina 
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preparado en medio TC-infección por 2 horas a 37ºC y 5% CO2 para eliminar las 
bacterias extracelulares (Rodas et al. 2017). Finalmente se lavaron las células con 
PBS 1x y fueron tratadas con TRIZOL o buffer RIPA para ensayos posteriores de 
RT-qPCR o Western Blot respectivamente. 
 
2.4.11. Obtención de proteínas totales de cultivos primarios de FTECs 
infectados con N. gonorrhoeae. 
 
 Una vez infectadas las células FTECs, para cada tiempo de infección se 
agregaron 50 µl de buffer RIPA frío suplementado con Halt™ Protease Inhibitor 
Single-Use Cocktail EDTA Free por pocillo y se desprendieron todas las células 
mediante raspado. Las muestras se guardaron a -20°C hasta su uso en Western 
Blot.  
 
2.4.12. Obtención de proteínas asociadas a citoesqueleto de cultivo primario 
de FTECs infectados con N. gonorrhoeae. 
 
 Finalizado el ensayo de infección se agregó a cada pocillo 300 µl de tampón 
de extracción de citoesqueleto CSK (50 mM NaCl, 300 mM sacarosa, 3 mM MgCl2, 
0,5% v/v Triton X-100) y 10 mM tampón Pipes pH 6,8, y se incubó por 10 minutos a 
4°C; posteriormente se despegaron las células raspándolas, se traspasaron a un 
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tubo de 1,5 ml y se centrifugaron a 18.000 g por 30 minutos a 4°C. El pellet fue 
resuspendido en 0,1 volúmenes de tampón SDS (15 mM Tris ph 7,5, 2 mM EDTA, 
2,5 mM EGTA, 1% SDS) y se llevó a ebullición hasta solubilizar el pellet, finalmente 
se agregaron 0,9 volúmenes de tampón de lisis (0,15 M NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 
mM Na2EDTA) y se guardó a -20°C hasta su uso en Western Blot (Rodriguez-Tirado 
et al. 2012). 
 
2.4.13. Análisis estadístico. 
  El análisis estadístico ANOVA de dos vías fue realizado utilizando GraphPad 




3.1. Detección del ARNm de narE de Neisseria gonorrhoeae. 
Para evaluar la expresión del gen narE se realizó un RT-qPCR desde la bacteria y 
como control de expresión constitutiva se utilizó la detección de los genes groES (Du 
et al. 2005). Para esto se utilizaron los partidores narE-FW, narE-RV, groES-FW y 
groES-RV (Tabla 3), junto con el ARN extraído desde la cepa silvestre de N. 
gonorrhoeae P9-17. Los resultados de la Figura 10 mostraron que existe una banda 
cercana a los 120 pb, la cual mostró una expresión basal del gen narE en N. 
gonorrhoeae. No se observó amplificación en los carriles correspondiente a los 
controles negativos. 
 
Figura 10. RT-PCR del gen narE de Neisseria gonorrhoeae. RT-PCR hecho desde 
ARN total de N. gonorrhoeae P9-17. 100 pb: estándar de 100 pb (O'Gene Ruler 100 
pb plus, Thermo); -cDNA: control negativo de RT-PCR sin cDNA del gen narE; -
polimerasa: control negativo de la reacción RT-PCR del gen narE sin la polimerasa; 
narE: RT-PCR del gen narE; groES: RT-PCR completa del gen groES. 
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Posteriormente se realizaron cuatro ensayos de infección independientes (n=4) 
en cultivos primarios de FTECs para estudiar la expresión del gen mediante RT-PCR 
Para esto se realizó una extracción de ARN total desde FTECs infectadas con N. 
gonorrhoeae a los distintos tiempos de infección previamente descritos (4, 8 y 24 h). 
Es necesario precisar que al realizar la infección a las 24 horas se podía apreciar que 
el daño celular era muy grande y quedaba poca muestra para poder realizar los 
protocolos posteriores, es por esta razón que para ensayos de infección posteriores 
se realizó a tiempos de infección de 4, 8 y 12 horas. En la Figura 11 en el panel 
superior se puede observar la expresión a través de la presencia de una banda 
cercana a los 180 pb en los carriles correspondientes a la infección de las 4, 8 y 24 
horas, pudiéndose apreciar que en las 4 y 8 horas se observa una intensidad mayor 
que la banda correspondiente a las 24 horas. En el panel inferior se observa la 
expresión del gen control de infeccion groES pudiéndose observar una banda cercana 
a los 120 pb en los carriles de infección de los tres tiempos evaluados (4, 8 y 24 h).  
 
Figura 11. Transcripción reversa y PCR (RT-PCR) del gen narE de N. 
gonorrhoeae en FTECs infectadas con N. gonorrhoeae. RT-PCR realizado al 
cDNA del gen narE de N. gonorrhoeae a partir de ARN purificado desde 4 ensayos de 
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infección independientes (n=4) a cultivos primarios de FTECs. Los genes groES se 
utilizaron como control de la infección. Panel superior: RT-PCR del gen narE. Panel 
inferior: RT-PCR de los genes groES: 100pb plus: estándar de 100 pb (O'Gene Ruler 
100 pb plus, Thermo); (-) RT: Control negativo sin ARN de la reacción RT-PCR; (-) 
Infección: control negativo del ensayo de infección; (-) PCR: Control negativo sin 
cDNA; Infección: reacción de RT-PCR completa. El resultado es representativo de 4 
ensayos independientes (n=4). 
  Posteriormente se realizó una transcripción reversa y PCR cuantitativo (RT-
qPCR) de los genes narE y groES utilizando el cDNA proveniente de 4 ensayos de 
infección de FTECs independientes (n=4) correspondiente a las muestras 1 (rojo), 
muestra 2 (verde), muestra 3 (azul) y muestra 4 (negro). En la Figura 12 se puede 
observar que los mayores niveles de expresión del gen narE es a las 4 horas post-
infección viendo que esta expresión disminuye a tiempos posteriores (8, 12 y 24 h). 
Los resultados de la expresión del gen narE fueron normalizados contra el gen groES. 
 
Figura 12. Análisis de expresión del gen narE en cultivo primario de FTECs 
infectadas con N. gonorrhoeae. RT-qPCR del gen narE de N. gonorrhoeae durante 
la infeccion de cultivos prmarios de FTECs (n=4). C (-): control negativo sin cDNA del 
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pocillo control; C: control sin bacteria; (-) I: control negativo sin cDNA del pocillo de 
infección de la reacción de qPCR; I: infección con N. gonorrhoeae P9-17. A: RT-qPCR 
de ensayo infección (4, 8 y 12 horas) a un cultivo primario de FTECs de la muestra 1; 
B: RT-qPCR de ensayo infección (4, 8 y 12 horas) a un cultivo primario de FTECs de 
la muestra 2; C: RT-qPCR de ensayo infección (4, 8 y 24 horas) a un cultivo primario 
de FTECs de la muestra 3; D: RT-qPCR de ensayo infección (4, 8 y 24 horas) a un 
cultivo primario de FTECs de la muestra 4. Como control de la infección se utilizó 
groES. (P<0.05) 
 
3.2. Generación de la fusión traduccional NarE::3xFLAG en N. 
gonorrhoeae. 
 
Para la obtención de la fusión traduccional en N. gonorrhoeae se realizó un 
PCR inverso al vector pEC005 (Tabla 2), con el fin de introducir las secuencias de 
corte para las enzimas KpnI y XhoI en los extremos de la secuencia de narE presente 
en el vector pEC005, obteniéndose el vector pEC007. En la Figura 13 se puede 




Figura 13. Generación del vector recombinante pEC007. PCR inverso del vector 
pEC005 usando los partidores iNarE-FW y iNarE-RV (Tabla 3), para incorporar las 
secuencias para las enzimas de restricción KpnI y XhoI obteniendo el vector pEC007. 
A: Esquema del vector pEC005 con la secuencia del gen narE y esquema del vector 
pEC007 con la secuencia del gen narE y los sitios de corte para las enzimas KpnI 
(rojo) y XhoI (verde). B: Gel de agarosa 1%; 1 Kb: estándar de 1 kb (O´Gene ruler 1kb, 
Thermo); pEC005: vector pEC005 como control negativo; pEC007: reacción de PCR 
inverso. 
 En paralelo a la generación del vector pEC007 (Tabla 2), se obtuvo el 
producto que contiene la secuencia 3xFLAG y el cassette de resistencia a 
kanamicina para realizar el subclonamiento en el vector pEC007, en el extremo 3’ 
del gen narE previamente clonado en este vector. Para esto se realizó una reacción 
de PCR al vector pSUB11 usando los partidores FLAG-FW y FLAG-RV (Tabla 3). 
En la Figura 14 se puede observar que se obtuvo un producto de PCR de cerca de 
1500 pb, el cual se purificó y se utilizó para los siguientes pasos de este protocolo. 
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Figura 14. Obtención del producto de PCR 3xFLAG-KanR. (A). Esquema del 
inserto amplificado en B y purificado en C; (B). Electroforesis en gel de agarosa 1%, 
1 Kb: estándar de 1 kb (O´Gene ruler 1kb, Thermo); (-) pSUB11: Control de PCR sin 
ADN; (-) Pfx50: Control PCR sin enzima Pfx50; Reacción completa: Reacción de 
PCR completa; (C). Electroforesis en gel de agarosa, 1 Kb: estándar de 1 kb (O´Gene 
ruler 1kb, Thermo); 3xFLAG-KanR: purificación banda superior observada en A 
reacción completa. 
 
 Luego de obtener la banda purificada 3xFLAG-KanR y el vector pEC007, se 
digirieron ambos con las enzimas KpnI y XhoI. Los resultados obtenidos indicaron 
una banda de cerca de los 3000 pb correspondiente al vector pEC007 linearizado 
por la digestión con ambas enzimas (Figura 15 A) y el fragmento 3xFLAG-KanR 
digerido con ambas enzimas cerca de 1500 pb (Figura 15 B). Posteriormente se 
purificaron ambas bandas y se realizó una ligación entre el vector pEC007 
linearizado y el fragmento 3xFLAG- KanR para generar de esta forma el vector 
pEC011 (Tabla 2). Finalmente se transformó en la bacteria E. coli TOP-10 con el 
vector pEC011 (Tabla 1, cepa EC011).  
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Figura 15. Generación del vector pEC011. Digestión enzimática usando las 
endonucleasas KpnI y XhoI. (A) Panel superior: Esquema digestión del vector 
pEC007 con KpnI y XhoI; Panel inferior: Gel de agarosa 1%: 1 Kb: estándar de 1 kb 
(O´gene ruler 1 kb, Thermo); pEC007/KpnI y XhoI: purificación del vector digerido 
con las endonucleasas KpnI y XhoI. (B) Panel superior: Esquema digestión 
fragmento 3xFLAG-KanR; Panel inferior: Gel de agarosa 1% con purificación del 
fragmento 3xFLAG-KanR; 1 Kb: estándar de 1 kb (O´gene ruler 1 kb, Thermo); 
3xFLAG-KanR/KpnI y XhoI: purificación banda superior digerida con las 
endonucleasas KpnI y XhoI. (C) Panel superior: Esquema producto ligación entre 
(A) y (B); Panel inferior: Gel de agarosa 1% con purificación del vector pEC011. 
 
 Una vez que se transformó a N. gonorrhoeae con el vector pEC011 (Tabla 1, 
cepa NGO003), la transformación fue confirmada mediante 4 reaislamientos en 
presencia del antibiótico kanamicina y después se realizó un PCR de colonias usando 
los partidores narE-FW y narE-RV (Tabla 3) a los clones transformantes (Datos no 
mostrados) donde se pudo observar una banda de un tamaño cercano a 750 pb, 
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indicando que el constructo quedó en forma circular (plasmidio). Para trabajos 
posteriores se continuó trabajando con el clon 2. 
 
3.3. Detección de la proteína de fusión NarE::3xFLAG en la fracción 
periplasmática de Neisseria gonorrhoeae. 
Para confirmar la correcta construcción en marco de la fusión traduccional 
NarE::3xFLAG::KanR de N. gonorrhoeae se realizó un fraccionamiento subcelular y 
posteriormente las diferentes fracciones se analizaron en una electroforesis en gel de 
tricina 16% para observar el perfil proteico de las diferentes fracciones subcelulares 
(Figura 16 panel superior). En paralelo se realizó un Western Blot para la detección 
de la proteína NarE::3xFLAG usando el anticuerpo primario ab-FLAG (Figura 16 panel 
inferior). En el panel inferior se puede observar que se detectó una banda a los 15 
kDa correspondiente al tamaño esperado para la proteína de fusión NarE::3xFLAG en 
la fracción del lisado total de células bacteriano y en la fracción periplasmática de la 
bacteria, lo cual coincide con lo reportado previamente en Neisseria meningitidis. 
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Figura 16. Fraccionamiento subcelular y Western blot de NarE de Neisseria 
gonorrhoeae. Panel superior: electroforesis en gel de tricina al 16% de las distintas 
fracciones proteicas de N. gonorrhoeae. Carril1: estándar de proteínas PageRuler 
Prestained Protein Ladder (Thermo Scientific); WT: cepa silvestre de N. gonorrhoeae 
P9-17 (control negativo); NarE::3xFLAG: cepa transformante NGO003; TF: lisado total 
de células bacterianas de; SN: fracción del sobrenadante; CF: fracción citoplasmática; 
PF: fracción periplasmática. Panel inferior: Western Blot de las mismas muestras del 







3.4.  Detección de NarE de Neisseria gonorrhoeae durante la 
infección de FTECs. 
 
 Los extractos proteicos obtenidos desde FTECs infectadas con N. gonorrhoeae 
y NGO003 se utilizaron para detectar la proteína de fusión NarE::3xFLAG mediante 
Western Blot. En la Figura 17 (panel superior) se observa que se detectó una banda 
correspondiente a NarE en todos los tiempos de infección, la presencia de esta 
proteína al interior pudiendo apreciar que la detección de la enzima aumenta a medida 
que transcurren las horas de infección, como control se observa en la Figura 17 panel 
inferior la detección de la proteína β-actina.  
 
Figura 17. Detección de NarE en cultivos primarios de FTECs infectadas con N. 
gonorrhoeae. Panel superior: Western Blot de NarE::3xFLAG; Panel inferior: Western 
Blot de β-actina humana (control de carga). (-): control negativo sin bacteria; WT: 
infección con N. gonorrhoeae P9-17; NGO003: infección con NGO003. 
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 Dado que gran parte de las ADP-ribosiltransferasas bacterianas ya descritas 
tienen como blanco biológico la actina del citoesqueleto, también se realizó una 
purificación de proteínas asociadas a citoesqueleto en células FTEC infectadas con 
N. gonorrhoeae y Western Blot con el fin de detectar NarE-3xFLAG en esta fracción. 
En la Figura 18 (panel superior) se observa una banda correspondiente a la proteína 
de interés a los distintos tiempos de infección (4, 8 y 12 h). También se realizó un 
Western Blot para detectar las proteínas E-cadherina usando el anticuerpo primario 
Anti-E-cadherina G-10 y la proteína β-tubulina utilizando el anticuepo primario Anti- 
βtubulina H-235. Ambas proteínas anteriormente mencionadas han sido descritas 
previamente como marcadores de esta fracción proteica (Rodriguez-Tirado et al. 
2012) 
 
Figura 18. Detección de NarE en la fracción de proteínas asociadas a 
citoesqueleto de células FTECs infectadas con N. gonorrhoeae. Panel superior: 
Western Bot de NarE::3xFLAG; panel central: Western blot de E-cadherina; panel 
inferior: Western blot de β-tubulina. (-): control negativo sin bacteria; WT: infección con 
N. gonorrhoeae P9-17; NGO003: infección con NGO003. 
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4.  Discusión 
 
Se ha reportado que Neisseria gonorrhoeae posee el gen naE con su 
secuencias promotor -10 y -35, la secuencia correspondiente Shine-Dalgarno y junto 
a lo anterior la presencia de un sitio de inicio alternativo GTG (Rodas et al. 2016). 
Además, la proteína NarE de N. gonorrhoeae conserva la actividad ADP-
ribosiltransferasa como la de auto-ADP-ribosiltransferasa previamente descrita en la 
proteína originalmente reportada en N. meningitidis (Rodas et al. 2016).  
 
En base a lo anterior y dado que en el genoma de N. gonorrhoeae existe el gen 
narE que corresponde a una ADP-ribosiltransferasa y que pese a ser un pseudogen 
esta proteína conserva su actividad en la modificación de proteínas (Rodas et al. 2016) 
se estudió sus características de expresión para poder identificar si esta proteína 
presenta un rol en la patogénesis de la infección realizada por N. gonorrhoeae. Como 
en la actualidad no existe un modelo animal para poder estudiar in vivo las bases 
moleculares del proceso infectivo, se evaluó la expresión del gen narE durante 
ensayos de infección en cultivos primarios de FTECs mediante qRT-PCR, siendo el 
modelo in vitro más cercano a lo que puede ocurrir en la realidad. Los resultados 
obtenidos de ensayos de infección independientes (n=4) indicaron un aumento en la 
expresión del gen narE a las 4 horas post-infección, pudiéndose observar una 
disminución constante luego de 8 y 12 horas post-infección (Figura 12). Sin embargo, 
es importante mencionar que si se compara la expresión del gen narE entre los 
tiempos 8 y 12 horas post-infección no se observa una diferencia significativa en la 
expresión del gen. Estos resultados sugieren que la expresión del gen narE 
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participaría en las primeras horas de infección, lo cual es esperable debido a que la 
invasión ocurre a tiempos tempranos en la interacción patógeno-célula eucarionte 
(Edwards et al. 2000). Al no poseer un total conocimiento de lo que sucede posterior 
a la internalización del patógeno en las FTECs, la presencia de expresión de la enzima 
podría estar sugiriendo que se requiere la presencia de la enzima más adelante como 
parte del ciclo infectivo o que por otro lado presente una expresión constitutiva siendo 
una de las posibilidades frente a evento el almacenamiento para usos posteriores. 
Con respecto a la expresión constitutiva de toxinas, se han reportado estudios donde 
se puede apreciar una expresión constitutiva de toxinas en modelos microbianos 
como E. coli y Pasteurella multocida (Scherrer, Frei and Wittenbrink 2016, Verhaegen 
et al. 2016, Wen et al. 2017). 
 
Si bien las bases moleculares de cómo N. gonorrhoeae es capaz infectar 
mucosa genital en general no están totalmente descritas, evidencia anterior realizada 
en nuestro laboratorio mostró que existe una modificación en siete proteínas 
presentes en un lisado celular realizada por la enzima NarE purificada (Rodas et al. 
2016). Por lo tanto, para evaluar si la enzima NarE es un actor importante en la 
invasión del microorganismo en las FTECs, se realizó una fusión traduccional del gen 
narE utilizando un epitope comercial FLAG para la posterior detección de la proteína 
de fusión mediante Western Blot. Una vez que se obtuvo un clon recombinante se 
procedio a identificar la ubicación celular de la enzima, para esto se llevó a cabo un 
ensayo de Western Blot a 4 diferentes extractos celulares mediante el uso de un 
fraccionamiento subcelular: la fracción del lisado total de células (WCL), la fracción 
periplasmática (PF), la fracción citoplasmática (CF) y la fracción correspondiente al 
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sobrenadante (SN). Los resultados indican una detección de la enzima en la fracción 
del lisado total de células y en la fracción periplasmática (Figura 16). Debido a que se 
observó que la ubicación subcelular de la enzima NarE en el periplasma de la bacteria 
coincide con la ubicación que presenta la enzima NarE en Neisseria meningitidis 
(Rodriguez-Tirado et al. 2012, Uzzau et al. 2001, Yates et al. 2006) y junto al hecho 
de que no se observa detección de la enzima en el sobrenadante, la acción y 
liberación de la toxina debe ser de una forma directa contra el blanco. Una de las 
posibles formas de exportación de la toxina en correlación a su ubicación celular el 
uso de vesículas de membranas externas por parte del microorganismo debido a su 
eficiencia al momento de generar su acción. Ejemplo de lo anterior lo podemos 
observar en E. coli, N. meningitidis, H. pylori, B. pertussis, P aeruginosa, S. 
dysenteriae, V. cholerae entre otros microorganismos, quienes utilizan las vesículas 
de membrana como medio de transporte para sus respectivas toxinas (Masignani et 
al. 2003, Ellis and Kuehn 2010). 
 
Como se mencionó anteriormente, para que N. gonorrhoeae pueda infectar 
células epiteliales es necesario que exista un evento de desestabilización del 
citoesqueleto y el estudiar la proteína NarE como un posible responsable de este 
evento junto con conocer su ubicación es importante al momento de buscar obtener 
un mayor entendimiento de las bases moleculares de la infección. 
 
Posterior a determinar la locación subcelular de NarE en la bacteria se buscó 
poder determinar si era posible detectar la enzima durante la infección que realiza 
Neisseria gonorrhoeae utilizando un cultivo primario de FTECs. Para realizar lo 
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anteriormente señalado se utilizó la enzima fusionada a un epitope 3XFLAG y de esta 
forma entender de mejor forma las bases moleculares de la infección. Para esto se 
realizó un ensayo de infección a diferentes tiempos: 4, 8 y 24 horas. Los resultados 
obtenidos de los Western Blot realizados indican que existe la presencia de la toxina 
a los 3 tiempos de infección al interior de las células (Figura 17). Recientemente se ha 
reportado que la toxina NarE de N. meningitidis es responsable de la pérdida en la 
integridad en células epiteliales humana y que ésta es capaz de tener acceso al 
interior de las células mediante una modificación de proteínas relacionadas al 
citoesqueleto (Valeri et al. 2015). En nuestro laboratorio también se observó que la 
enzima purificada NarE de N. gonorrhoeae también presenta una modificación de una 
serie de proteínas similares a las que es capaz de modificar la toxina de N. 
meningitidis (Rodas et al. 2016) y es por esta razón que los resultados observados, 
que evidencia la presencia de la enzima al interior de las células, reafirman la hipótesis 
de que la toxina NarE cumple un rol importante en la invasión de la bacteria N. 
gonorrhoeae en las FTECs. Para poder confirmar los resultados anteriores se realizó 
un ensayo de infección a un cultivo primario de FTECs a los mismos tiempos, pero 
con la finalidad de realizar una extracción de proteínas asociadas al citoesqueleto y 
observar si existe una detección de la enzima asociada a alguna de estas proteínas. 
En los resultados se pudo observar que la toxina NarE se detectó asociada a las 
proteínas del citoesqueleto (Figura 18). Junto a lo anterior se conoce que uno de los 
principales blancos de las ADP-ribosiltransferasas en general es la actina (Valeri et al. 
2015) y es uno de los blancos que se cree puede tener la enzima NarE de N. 
gonorrhoeae. Si bien los resultados obtenidos no permiten indicar específicamente 
que uno de los blancos de NarE es la actina, existe información obtenida por nuestro 
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laboratorio (datos no mostrados), que ayudarían a entender el importante rol que la 
enzima NarE tiene en la desestabilización del citoesqueleto y su efecto sobre la actina. 
De acuerdo a los resultados de la Figura 18 podemos sugerir que la enzima NarE 
presenta algún tipo de actividad sobre la proteína β-tubulina pero el tipo de actividad 
que existe sobre esta proteína por parte de la enzima NarE aún no se ha precisado. 
Por otro lado, también es importante recalcar que en la Figura 17 se tiene un extracto 
total de proteínas mientras que en la Figura 18 lo que se observa es una purificación 
de las proteínas del citoesqueleto y que puede ser por esta razón que, si bien en 
ambos ensayos el volumen de carga es el mismo, las bandas observadas dentro de 
la cinética de infección son diferentes. Junto a lo anterior es importante recalcar que 
la construcción genética de la fusión traduccional NarE::3xFLAG se encuentra en 
forma plasmidial en la bacteria, esto genera que al momento de que N. gonorrhoeae 
expresa su toxina, la maquinaria de transcripción como traducción debe dividirse entre 
el gen narE presente en el genoma como el que está presente en forma plasmidial 
dándole preferencia al gen presente en el genoma, esto genera que la cantidad de la  
enzima detectable NarE::3xFLAG sea menor a como si el constructo ese encontrara 
en el genoma, es decir que del total de enzima NarE presente dentro de la célula, una 
gran parte se encuentra en su forma nativa generando que la detección de la enzima 
se vea mermada. 
Interesantemente se puede observar que existe una expresión extracelular del 
gen narE (Figura 10), si bien este resultado es cualitativo, es posible compararlo con 
resultados posteriores del gen narE pero en un ambiente de infección (Figura 11), 
pudiéndose apreciar que en intensidad de banda es mucho mayor en un ambiente de 
infección que en ausencia de ésta. Estos datos coinciden con los obtenidos en los 
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resultados de los RT-qPCR del ensayo de infección, indicando que la bacteria 
requiere, de alguna forma, que exista una expresión basal del gen, pero la razón aun 
es desconocida. En relación a una posible explicación de la expresión basal, se ha 
reportado que Mycobacterium abscessus presenta resistencia al antibiótico rifamicina 
y esta resistencia se encuentra mediada por una ADP-ribosiltransferasa (Rominski et 
al. 2017), N. gonorrhoeae por su parte es un microorganismo multiresistente, es decir 
que presenta resistencia a una gran variedad de antibióticos, por lo que la presencia 
de esta expresión basal de una ADP-ribosiltransferasa puede ser un posible mediador 
en alguna resistencia a antibiótico. En relación a las otras toxinas ADPRT´s de otros 
microorganismos, es posible observar que aumentan considerablemente su expresión 
en un ambiente de infección (Deng and Barbieri 2008), esto debido a que las toxinas 
no son altamente efectivas en su acción. Por otro lado, también se ha reportado que 
en el ser humano actualmente hay cerca de 22 genes que codifican para distintos 
tipos de ADPRT´s las cuales son usadas principalmente como mecanismos de 
regulación o reparación frente a distintos sucesos que puedan presentarse en el 
organismo. Teniendo los datos anteriormente mencionados en consideración y 
conociendo los antecedentes de que los microorganismos tratan de aproximarse a las 
condiciones biológicas de sus blancos para poder mimetizarse y de esta forma actuar 
más rápido que los mecanismos de respuesta del huésped, junto con el hecho de que 
se desconoce gran parte de lo que ocurre posterior a la invasión de FTECs por parte 
de N. gonorrhoeae, es probable que la expresión basal de la enzima NarE sea un 
mecanismo que sirva para poder actuar de una manera más eficiente a la hora de 
infectar e invadir las células blanco o en su defecto, para poder evitar de una forma 
más eficiente el sistema inmune del hospedero. Junto a las posibilidades 
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anteriormente mencionadas no se puede dejar fuera la posibilidad de que la enzima 
NarE sea necesaria por el microorganismo para un proceso posterior a la invasión de 
las FTECs por parte de N. gonorrhoeae. Por otro lado, se ha reportado que la 
ubicación del gen narE en N. gonorrhoeae se encuentra entre los genes NGO0562 y 
NGO0564 (Rodas et al. 2016) correspondientes a un operon presente en el 
microorganismo. Los operones son blancos característicos para una posible inserción 
de genes, siendo una razón para esta inserción el poder aprovecharse de los 
promotores fuertes presentes en estos operones. Debido a que el gen que se inserta 
en el operon presenta su propio promotor, el gen puede ser expresado de dos formas: 
por su promotor como por el promotor del operon en un sistema denominado fuerzas 
conductoras. Con respecto al gen narE, como ya se mencionó, se encuentra dentro 
de un operon pudiendo explicar la presencia de una expresión extracelular del gen 
narE debido a que el operon donde se encuentra insertado el gen puede ser necesario 
para el microorganismo por lo que el promotor fuerte del operon se estaría expresando 
constitutivamente y por ende expresando la enzima NarE como un componente más 
del operon.  
En la actualidad se ha descrito que existen enzimas ADP-ribosiltransferasas 
que también presentan la capacidad de modificar el ADN, si bien se ha observado una 
tendencia de esta modificación hacia un tipo de ADN específicos, se desconoce si 
tiene una capacidad de modificar genes específicos, conformaciones del ADN 
especifico u otro tipo de selección (Lyons et al. 2016). Con lo anterior en mente, y 
teniendo en consideración que en la actualidad no se conoce completamente la 
patogénesis de N. gonorrhoeae después del evento de invasión de las células, existe 
la posibilidad que una vez al interior de la célula la enzima tenga acceso al núcleo y 
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1.- El gen narE se expresa en condiciones extracelular en Neisseria gonorrhoeae 
en ausencia de infección. 
2.- La expresión del gen narE de Neisseria gonorrhoeae aumenta en tiempos 
tempranos de infección. 
3.- La enzima NarE se detectó en la fracción periplasmatica de Neisseria 
gonorrhoeae. 
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